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Abstract: Trotz des enormen Fortschritts, der bei der Diagnose
von Melanomen erzielt wurde, bleibt die zuverlssige Erken-
nung der verschiedenen Malignomstadien eine Herausforde-
rung. Derzeitige Strategien setzen auf die optische Erfassung
der Konzentration und rumlichen Verteilung spezifischer
Biomarker. Neueste optische Methoden kçnnen allerdings
durch Interferenzen mit Hintergrundfarben und durch Auto-
fluoreszenz beeinflusst werden. Wir bewltigen diese Defizite
hier unter Einsatz der elektrochemischen Rastersonden-
mikroskopie (SECM), um den prognostischen Indikator Ty-
rosinase (TyR) in nicht-metastatischen und metastatischen
Melanomgeweben mithilfe einer weichen Mikroelektroden-
sonde abzubilden. Das elektrochemische Auslesen der TyR-
Verteilung wurde durch das Adaptieren eines immunchemi-
schen Verfahrens ermçglicht. Wir zeigen, dass die SECM die
erwhnten Beschrnkungen optischer Methoden îbertreffen
kann und bisher nicht gekannte Mçglichkeiten fîr eine ver-
besserte Diagnose und das Verstndnis der rumlichen Ver-
teilung von TyR in verschiedenen Melanomstadien erçffnet.
Das Melanom ist einer der tçdlichsten Hauttumore, an dem
weltweit pro Jahr îber 132000 Personen erkranken.[1] Frîhe
Melanomstadien (Stadien 0, I und II) kçnnen geheilt werden.
Jedoch sinkt die berlebensrate drastisch bei metastatischen
Melanomen (Stadien III und IV), weil der Krebs bereits in die
Lymphknoten und andere Organe eindringt.[2] Infolgedessen
werden chirurgische Behandlungen und ergnzende Thera-
pien angewendet, die eine Immuntherapie oder Chemothe-
rapie mit einschließen kçnnen. Zuverlssige Methoden fîr
eine eindeutige Identifizierung von Krebsmetastasen sind
daher von großer Bedeutung. Da Melanome und gutartige
Muttermale hnlich aussehen, erschwert dies die einfache
Krebserkennung. Die vorherrschende Methode zur Erken-
nung von Hautkrebs basiert auf dem Nachweis von speziellen
Biomarkern in Biopsiegeweben mittels der Immunhistoche-
mie (IHC) in Kombination mit pathologischen Analyseme-
thoden. Biomarker werden in der IHC îblicherweise durch
immunhistologische Nachweise mit funktionalisierten Mar-
kermolekîlen (z.B. Meerrettichperoxidase (HRP, horsera-
dish peroxidase) oder Fluoreszenzfarbstoffen) sichtbar ge-
macht. Allerdings sind optische Methoden in der Praxis oft
nur begrenzt mçglich und kçnnen potentiell zu unsicheren
Befunden fîhren. Melanin z.B. hnelt farblich dem Chro-
mogen 3,3’-diaminobenzidine (DAB), welches gewçhnlich in
der IHC Anwendung findet (Hintergrundinformationen, SI-
1).[3] Außerdem kann die Erkennung einer Fluoreszenzmar-
kierung durch zellulre Autofluoreszenz oder Photobleiche
erschwert werden.[4]
Elektrochemische Methoden kçnnen daher eine vielver-
sprechende Alternative darstellen, da sie ausschließlich auf
der elektrochemischen Erfassung von redoxaktiven Spezies in
Verbindung mit Biomarkern beruhen. Die elektrochemische
Rastersondenmikroskopie (SECM, scanning electrochemical
microscopy) ist eine Abbildungsmethode der Oberflchen-
reaktivitt mit hoher rumlicher Auflçsung und Empfind-
lichkeit, die zwar zur Untersuchung von Lebendzellkultu-
ren,[5] jedoch bisher selten fîr Gewebe genutzt worden ist. So
sind z.B. die enzymatische Aktivitt und Sauerstoffproduk-
tion/verbrauch in Pflanzengeweben und sogenannten Mi-
krogeweben (micro tissues) aufgezeichnet worden.[6] Die
SECM wurde auch zur Untersuchung des molekularen
Transports durch Hautproben hindurch angewendet.[7] Die
lateralen Ausmaße von Gewebeproben kçnnen im Quadrat-
zentimeterbereich und Hçhenunterschiede im kritischen
Bereich der SECM-Sonde liegen. Weil die Wechselwirkung
zwischen Probe und Sonde vom Arbeitsabstand d abhngt,
kann die Interpretation von Messdaten unebener Proben
mîhselig werden. Ein unkontrollierter d kann beim Rastern
nahe am Gewebe zu Zusammenstçßen von Sonde und Probe
fîhren, was zu irreparablen Schden des Gewebes und zur
Kontamination der Sonde fîhren kann. Ersteres tritt insbe-
sondere ein wenn Mikroelektroden (MEs) benutzt werden,
die in einer harten Glasummantelung eingebettet sind.
Hier stellen wir den Einsatz der SECM zum przisen
Abbilden der Tyrosinase(TyR)-Verteilung in Formalin-fi-
xierten, Paraffin-eingebetteten Gewebemikroarrays (TMAs,
tissue micro arrays) von Hautbiopsiegeweben vor, die neun
Patienten entnommen wurden. TyR ist ein Kupfer enthal-
tendes Enzym, das die Produktion von Melanin steuert[8] und
als hochselektiver Indikator fîr die prognostische Diagnose
von schwarzem Hautkrebs benutzt werden kann.[9] Vor
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kurzem wurde dies fîr Biopsieproben demonstriert, die in
einer elektrochemischen Biosensorplattform analysiert
wurden.[10] In dieser Studie wurde zur Aufzeichnung der
Melanomstadien eine Immundetektionsstrategie fîr TyR
durch die elektrochemische Erfassung von TMBox adaptiert,
welches das enzymatische Reaktionsprodukt zwischen Te-
tramethylbenzidin (TMB), H2O2 undHRP ist (Schema 1a).
[11]
Weiche ME-Sonden wurden benutzt, die imstande sind,
empfindliche Proben mit topographischen Merkmalen in
einem sanften, streich-hnlichen Kontaktmodus und mit
einem konstanten d abzurastern (Schema 1b).[12] Diese wei-
chen SECM-Sonden wurden zuvor von unserer Gruppe fîr
einen einfachen und kostengînstigen Abstandskontroll-
mechanismus eingefîhrt. Alternative Verfahren erfordern die
Kombination der SECM mit Abstandskontrollmethoden auf
technisch und experimentell anspruchsvollem Niveau.[5b,13]
Abbildung 1a zeigt lineare SECM-Abtastungen îber
Hautbiopsieschnitte, die die Melanomstadien II (nicht-me-
tastatisch) und III (metastatisch) und normales Hautgewebe
von drei verschiedenen Patienten enthalten. Eine herkçmm-
liche Pt-ME kam im Konstanthçhenmodus zum Einsatz,
wobei d in Bezug auf die Glasauflage des TMA ausgerichtet
wurde und nicht auf die Gewebeoberflche (experimentelle
Details in SI-2; Abtastbewegungen in SI-3). Im Ergebnis
wurde die hçchste Expressionsstufe von TyR in Gewebepro-
ben des Stadiums II beobachtet. Eine niedrigere Stufe von
TyR wurde in normaler Haut gefunden, in der TyR in mo-
deraten Mengen von Melanozyten produziert wird, die in der
unteren Schicht der Epidermis lokalisiert sind. Wie anhand
der Abbildung 1a ersichtlich, wurden îber dem Gewebe-
schnitt im Stadium III viel kleinere Strçme gemessen als der
Basislinienstrom (definiert als der gehinderte Diffusions-
strom gemessen îber dem isolierenden Glassubstrat). Die
Diffusion der redoxaktiven Spezies zur ME hin wurde aus-
gehend vom sehr kleinen d îber dem relativ dicken Gewe-
beschnitt im Stadium III signifikant blockiert. Diese Beob-
achtung wird durch topographische Messungen der Gewe-
beproben gestîtzt, die im hydrierten Zustand in der Messlç-
sung aufgezeichnet wurden (SI-4). Stadium-III-Proben zeig-
ten ein strkeres Anschwellen und dadurch grçßere
Hçhenunterschiede. Das hat zur Folge, dass die korrekte In-
terpretation der im Konstanthçhenmodus îber einem TMA
gemessenen Daten eine Herausforderung darstellt. Aus
diesem Grund kçnnen Gewebeschnitte im Kontaktlosmodus
nur sequentiell nach jeweiliger Justierung von d untersucht
werden (SI-5). Hinzu kommt, dass das Abtasten im Kon-
stanthçhenmodus îber solch große Probenflchen mikro-
skopisch kleine Kratzer herbeifîhren kann oder dass das
Gewebematerial durch den mechanischen Kontakt zwischen
der ME und dem Gewebe teilweise abgelçst wird (SI-6).
Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurde eine
weiche Sonde (Details in SI-2) fîr das Rastern im Kontakt-
modus von Biopsieproben sechs weiterer Patienten verwen-
det (Abbildungen 1b,c, SI-3). Es ist erwhnenswert, dass die
Gewebeschnitte durch die schwachen Krfte, die durch die
weiche Sonde auf die Probe wirken, whrend des Abtastens
im Kontaktmodus nicht beschdigt wurden (SI-7).[14] Außer-
dem wurden alle sechs Gewebeschnitte von unterschiedlichen
Personen bereitgestellt, sodass die so erhaltenen Daten die
Reproduzierbarkeit des SECM-Verfahrens belegen. Die un-
terschiedlichen TyR-Abstufungen, d.h. Stadium II > normale
Haut, wurden mit großer Gewissheit und Empfindlichkeit
erkannt. Das Melanom im Stadium III zeigte îber dem ge-
samten Gewebeschnitt einen leicht niedrigeren TyR-Gehalt
als im Stadium II. Es ist bereits aus der Literatur bekannt,
Schema 1. a) Prinzip der Immunassay-basierten Detektionsstrategie
zur Abbildung der TyR-Verteilung in Gewebeschnitten durch die Benut-
zung von TMB als redoxaktive Spezies und einer weichen SECM-
Sonde. b) Photographische Abbildung einer weichen Sonde wenn diese
íber ein TMA rastert.
Abbildung 1. a) Lineare SECM-Abtastungen im Konstanthçhenmodus
aufgenommen mit einer konventionellen Mikroelektrode und b–c) im
Kontaktmodus aufgenommen mit einer weichen SECM-Sonde íber
einem TMA, das normale Haut- (blau, N) und Melanomgewebeschnit-
te im Stadium II (grín, II) und Stadium III (rot, III) enthielt. Jeder Ge-
webeschnitt kam von einem anderen Patienten. Die Abbildungen
rechts illustrieren schematisch beide Abtastmodi.
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dass die TyR-Verteilung im Gewebe im Stadium III hetero-
gen ist,[11b] und daraus folgend sind einzelne lineare SECM
Abtastungen nicht reprsentativ.
Deshalb wurden SECM-Abbildungen sowohl von nor-
maler Haut als auch von Melanomschnitten der Stadien II
und III aufgenommen und mit jeweiligen Gewebestîcken
verglichen, die mit der konventionellen IHC îberprîft
wurden (Abbildung 2). Die SECM-Abbildung in Abbil-
dung 2a weist deutlich auf die homogene berexpression von
TyR im Stadium II und die heterogene Verteilung im Mela-
nomstadium III hin. Tumore tendieren dazu, verschiedene
Mechanismen der Immununterdrîckung zu entwickeln, um
der Entdeckung und Beseitigung durch das Immunsystem zu
entgehen.[15] Verdeckung oder Mutation von Tumorantigenen
sind mçgliche Strategien, mit denen der Tumor der Erken-
nung durch das Immunsystem entrinnt, sie fîhren zur Tu-
morproliferation und Metastasenbildung. TyR wird als ein
tumorassoziiertes Antigen durch das Immunsystem erkannt,
und der graduelle Rîckgang der TyR begînstigt die Nicht-
erkennung des Tumors. Die TyR-Verteilung im Melanom-
stadium III ist als direkte Folge heterogen und der Gehalt
leicht vermindert, was durch die von uns gezeigten Daten
besttigt wird. In normalem Hautgewebe ist der TyR-Gehalt
zur Basalschicht der Epidermis hin, in der normale Melano-
zyten lokalisiert sind, leicht erhçht. Diese beobachtete Pola-
ritt der TyR-Verteilung stimmt mit anderen Berichten aus
der Literatur îberein.[11b] Da Verteilungsmuster der TyR
anders als die hier gezeigten dafîr bekannt sind, auf ver-
schiedene TyR-abhngige Hautkrankheiten hinzudeuten,
kçnnte das vorgestellte SECM-Verfahren weitere Anwen-
dungen zur Filteruntersuchung (screening) bieten. Die Spe-
zifitt des hier angewendeten TyR-Immunassays wurde durch
die Protokollanwendung ohne Einsatz primrer Antikçrper
besttigt, welches einen nur unbedeutenden Einfluss von
unspezifischer Bindung zeigte (SI-8). Die TyR wird in der
konventionellen IHC mit einem spezifischen pinken Chro-
mogen markiert (SI-2), und somit ist die
Erfassung im Melanomstadium III stark
durch Melanin îberlagert (Abbil-
dung 2c). Im Gegensatz dazu wird die
elektrochemische Erfassung von TyR
mithilfe der SECM nicht durch farbliche
Hintergrundproben beeintrchtigt (SI-
1 und SI-7).
Die Bedeutung des Abbildens der
lokalen TyR-Verteilung wird offen-
sichtlich wenn die Strçme an neun re-
prsentativen Positionen in jedem Ge-
webeschnitt gemittelt werden, was die
globale TyR-Konzentration wiedergibt
(Details in SI-9). Im Balkendiagramm in
Abbildung 2e zeigt das Melanom im
Stadium II den grçßten gemittelten
Strom, gefolgt von der normalen Haut
und dem Melanom im Stadium III.
Daraus abgeleitet kçnnten die geringe-
ren Strçme im Melanomstadium III
flschlicherweise als normale Haut in-
terpretiert werden. Dennoch wird
anhand der SECM-Abbildung und dem
entsprechenden 2D-Diagramm (Abbil-
dung 2 f) ersichtlich, dass der geringere
gemittelte Strom im Stadium III das
Ergebnis der heterogenen TyR-Vertei-
lung ist. Die SECM-Strçme waren lokal
grçßer als im Stadium II. Das SECM-
Abbildungsverfahren macht die abnor-
me Verteilung der TyR (hier nicht bezogen auf die basale
Schicht der Epidermis) sichtbar und besttigt die korrekte
Erkennung derMelanomgewebeschnitte im Stadium III. Dies
zeigt die Limitierung traditioneller Sensoren, die nur die
globale Konzentration gewisser Biomarker messen, whrend
gleichzeitig der Vorteil der rumlichen Auflçsung demon-
striert wird. Die Unterscheidung zwischen den Melanomsta-
dien II und III ist von großer Bedeutung, da dies in drastischer
Weise die Wahl der medizinischen Behandlung in Bezug auf
Chemo-, Immun- oder TyR-DNA-Impfstofftherapie beein-
flusst (SI-10).[16]
Abschließend lsst sich zusammenfassen, dass die SECM
an Hautbiopsiegewebe von mehreren Melanompatienten die
genaue Aufzeichnung der TyR-Expression und Verteilung in
verschiedenen Melanomstadien ermçglicht. Ein Immunassay
fand dabei zur Unterscheidung der Melanomstadien II und
III mithilfe einer weichen SECM-Sonde fîr das sanfte Strei-
chen von empfindlichen Gewebeproben im Kontaktmodus
Anwendung. Die Vernderung der homogenen TyR-Vertei-
lung im Stadium II hin zu einer heterogenen im Stadium III
Abbildung 2. a) SECM-Kontaktmodusabbildung der Melanomstadien II und III sowie von nor-
malem Hautgewebe nach Immunfrbung der TyR. b–d) Photographien der Gewebestícke nach
der IHC. ÷hnliche, aber verschiedene Gewebeproben wurden in (a) bzw. (b–d) benutzt. TyR
wurde pink eingefrbt. e) Gemittelte Strçme der normalen Haut sowie von Melanomen im Sta-
dium II und Stadium III. Neun Stromwerte wurden von jedem Gewebeschnitt extrahiert und
gemittelt. f) 2D-Diagramm aller linearen Abtastungen der SECM-Messungen in Abbildung 2a.
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wurde deutlich sichtbar gemacht, und im Vergleich mit der
IHC wird das SECM-Konzept nicht durch die Anwesenheit
optisch îberlagernder Spezies wie Melanin beeintrchtigt.
Daraus folgend kçnnte das SECM-Abbildungsverfahren der
TyR mçglicherweise direkt oder als ergnzende prognosti-
sche Technik zur Diagnose von metastatischen und nicht-
metastatischen Melanomstufen eingefîhrt werden. Weiche
ME-Arrays werden die Analyseverfahren beschleunigen, um
auch Krebsgewebebibliotheken von klinisch relevanten
Mengen zu îberprîfen.[14b,17] Des Weiteren kçnnte die Inte-
gration von mikrofluidischen Kanlen in die weiche Sonde
die weiterfîhrende Kontrolle der Mikroumgebung um die
Zellen herum fîr die gleichzeitige elektrochemische, Fluo-
reszenz- und Massenspektrometrieerfassung ermçglichen.[18]
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